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Zusammenfassung: Die quantitative Bestimmung von Gesamteiweiß und 10 Proteinen nach zehnfacher Konzentrie-
rung eines l :100 verdünnten Standard-Präparates in Minicon B-15-Kammern ergibt verringerte Analysenwerte. Die
Substanzverluste sind nicht standardisierbar. Ihre Ursache wird untersucht und diskutiert.
Daraus ergibt sich, daß sowohl die quantitative Bestimmung einzelner Proteine mittels immunchemischer Methoden
als auch die densitometrische Auswertung elektrophoretischer Untersuchungen nach Einengung physiologischer
Flüssigkeiten mit sehr niedrigem Eiweißgehalt mit Vorbehalt zu interpretieren ist, da mit einer Änderung der abso-
luten und relativen Eiweißzusammensetzung durch den Konzentrationsvorgang zu rechnen ist. Für echte Absolutbe-
stimmungen sind diese Methoden nicht statthaft. Eine nicht standardisierbare Korrektur müßte beachtet werden.
Quantitative protein estimation following standardized concentration of diluted physiological fluids
Summary: After the tenfold concentration of 1:100 diluted standard solutions in the Minicon B-l 5 concentrator,
the quantitative determination of total protein and of ten single proteins showed a decreased yield. These losses are
not standardizable. The reason is analyzed and discussed.
Therefore, the quantitative estimation of single proteins by means of immunochemical methods as well as the densi-
tometry of electrophoreses of dilute protein solutions following concentration should be interpreted with caution,
because changes in the absolute and relative concentration of proteins are to be expected. These methods are not
suitable for exact measurements. An unstandardizable correction coefficient ought to be considered.
Einführung
Bei proteinchemischen Untersuchungen verschiedener
physiologischer Flüssigkeiten (Liquor cerebrospinalis,
Urin, Fruchtwässer, Kammerwasser des Auges, Pleura^
ergüsse, Ascites) ist man vielfach wegen des sehr nied-
rigen Eiweißgehaltes auf eine Konzentrierung des
Probenmaterials angewiesen. Ein relativ gutes Einen-
gungsveifahren erlaubt angeblich die Anwendung von
Minicon B-15-Kammern (Aminco, Witten/Ruhr). Da
nicht nur bei dieser Methode, sondern auch bei den
meisten anderen Protein-Anreicherungsverfahren ver-
gleichende Untersuchungen zur Ausbeute an einzelnen
Proteinen fehlen, wird feier über Bestimmungen von
Gesamteiweiß und 10 Proteinen nach zehnfacher Kon-
zentrierung eines 1:100 verdünnten standardisierten
Humanserums mittels Minicon B-15-Kammern berichtet.
Material und Methoden
Es wurden mit phosphatgepufferter physiologischer NaCl-Lösung
(pH 7,2) kommerziell erhältliche Standard-Präparate (Standard-
Human-Serum K-Nr. 974, Protein-Standard-Plasma K-Nr. 1174,
Fluinorm N K-Nr. 123 der Behiingwerke A.G., Marburg/Lahn)
1:100 verdünnt und dann in Minicon B-15-Kammern (Aminco,
Witten/Ruhr) zehnfach eingeengt. Jede Kammer wurde bis
Marke „Fill·4 gefüllt. Wenn der Flüssigkeitsspiegel die Marke
„10 x" erreicht hatte, wurde das eingeengte Standard-Präparat
mit einer lang ausgezogenen Pasteur-Pipette aus der Kammer in
ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert. Dann
wurden die Proben auf ihren Gehalt an Gesamteiweiß (Methode :
modifizierte Biuret-Reaktion) und an bestimmten Proteinen
(Methode: einfache radiale Immunodiffusion) untersucht.
Aus jedem eingeengten Standard-Präparat wurden mittels ver-
schiedener Immuriodiffusionsplatten (Partigen, Behringwerke
A.C., Marburg/Lahn) gleichzeitig bestimmt: Albumin, IgG, IgA,
IgM, Transferrin, saures c^-Glycoprotein, a2-Makroglobulin,
Hämopexin, fo.A-Globulin. In dem eingeengten Protein-Standard-
Plasma wurde c^-Antitrypsin quantitativ untersucht. Für das ein-
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gecngte Fluinorm wurde der Gesamteiweiß-Gehalt ermittelt. Als
„Sollwerte" für die einzelnen Proteine wurden die auf eine l :10
Verdünnung umgerechneten mittleren Sollwerte der unverdünn-
ten Standard-Präparate eingesetzt. Aus den Meßwerten der ein-
zelnen Anreicherungsversuche wurden Mittelwert x, Standard-
abweichung s, Variationskoeffizient Vk und Abweichung d des
Mittelwertes vom ,,Sollwert" errechnet.
Bei sechs gebrauchten Minicon B-15 Zellen wurde durch Ein-
waage von dest. Wasser die Reproduzierbarkeit der auf den Mar-
kierungen angegebenen Werte nachgeprüft. Nach erfolgter Ein-
engung wurde durch Auswaschen der B-15-Zellen mit gepufferter
physiologischer NaCl-lösung versucht, in der Zelle verbliebenes
Protein durch Bestimmung des IgG- und IgA-Gehaltes nachzuwei-
sen. In einem weiteren Versuch wurde Harnstoff (Endkonzen-
tration 6 mol/1) zur eingeengten Flüssigkeit zugesetzt und da-
nach eine quantitative Messung von IgA und IgM versucht.
Ergebnisse
Durch Einwaage von dest. Wasser in die Minicon-Zellen
wurde festgestellt, daß der aufgedruckte Einengungsfak-
tor von 10 reproduzierbar ist. Hier wurde ein Faktor
von 9,96 mit einem Variationskoefßzienten von 6,7%
erreicht. Der relativ hohe Vk erklärte sich aus den Unge-
nauigkeiten beim Ablesen der Flüssigkeitsspiegel an den
Marken. Die Konzentrierungsgeschwindigkeiten waren
von Kammer zu Kammer recht unterschiedlich. Die Frage
einer möglichen Denaturierung von Eiweißkörpern im
eingeengten Untersuchungsgut blieb ungeklärt. Beob-
achtung mit dem Auge ergab keine derartigen Hinweise.
Die Ergebnisse der Einengungsversuche sind aus Tabelle
l ersichtlich. Alle Untersuchungsergebnisse zeigen eine
mehr oder weniger starke negative Abweichung vom
„Sollwert". Dieser Fehlbestand äußert sich auch in der
Bestimmung von Gesamteiweiß. Während das saure a,-
Glycoprotein und j31A-Globulin (C3c) dieselbe Abwei-
chung wie Gesamteiweiß aufwiesen, zeigten die anderen
Proteine höhere Differenz werte bezogen auf den Soll-
wert.
Wiederholungen der Einengungsversuche (n = 6) außer-
halb der in Tabelle l beschriebenen Serie durch eine
andere Person ergaben eine schlechte Reprpduzierbar-
keit der Abweichungen. Für IgG wurden danach Ab-
weichungen von - 29,6%, - 15,2% und - 24,3% er-
mittelt, für IgA - 31,2%, - 13,2%, - 26,0%, - 50,1 %
und für IgM - 37,2%, - 27,9%. ·
Schon die zehnfache Einengung einer eiweißarmen phy-
siologischen Flüssigkeit mittels Minicon B-15-Kammern
ergibt also einen schlecht reproduzierbaren, nicht stan-
dardisierbaren Verlust einzelner Proteine in dem wieder-
gewonnenen Konzentrat in von Protein zu Protein unter-
schiedlichem Ausmaß.
Worauf ist dieser Substanzverlust zurückzuführen? Setzt
man voraus, daß beim Einengungsversuch dem Protein-
gemisch nur Wasser und kleine Moleküle unterhalb eines
Molekulargewichtes von 12 000 entzogen werden, so
dürfte keine Abweichung vom Sollwert meßbar sein.
Das Molekulargewicht der hier untersuchten Proteine ist
ausnahmslos größer als 40000, so daß eine Eliminierung
derselben durch die Membranen nicht in Frage kommen
kann, da diese angeblich alle Moleküle oberhalb eines
Molekulargewichtes von 12 000 zurückhalten (Auskunft
des Herstellers).
Zunächst wurde bei IgA und IgM geprüft, ob der Substanz-
verlust auf einer zunehmenden Aggregatbildung beruhen
könnte. Dazu wurde einem Teil der eingeengten Probe
Harnstoff bis zu einer Endkonzentration von 6 mol/1 zu-
gesetzt. Die Meßresultate zeigten keine Verbesserung der
Ausbeute gegenüber den Meßwerten derselben Proben
vor Harnstoffzusatz.
Unter der Vorstellung, daß Proteine an der Oberfläche der
Konzentratormembranen adsorbiert sein könnten, wurden
die Minicon-Kammern nach erfolgter Einengung mit l ml
phosphatgepufferter physiologischer NaCl-Lösung ausge-
waschen. Es wurden dabei nur IgG und IgA untersucht.
Die Ergebnisse dieser „Elutionsversuche" sind in Tabelle
2 dargestellt. Sie zeigen, daß bei nur einmaliger Auswa-
schung ein nicht unbeträchtlicher Prozentsatz der feh-
lenden Eiweißmenge zurückgewonnen werden konnte.
Tab. 1. Versuchsanordnung und Ergebnisse von Proteinbcstimmungen nach zehnfacher Einengung von 1:100 verdünnten Bezugs-
Standards in Minicon B-15-K.ammern. N = Fluinorm N, SHS = Standard-Human-Serum, PSP = Protein^Standard-Plasma,
LC-A = Protein-Standard-Plasma für LC-Partigen, Angabe der Chargennummern, n = Anzahl der Meßwerte, - Mittelwert
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Tab. 2. Ergebnisse der Elutionsversuche: Wiederfindungsraten
durch Auswaschen von Minicon B-l5-Konzentratorzeilen
nach erfolgter Einengung einer verdünnten Proteinlösung.
Die Abweichung der Meßwerte zu Tabelle l beruhen auf




























Soll- Meß- s Vk
wert wert
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (%)
1380 971 57 6
68 20 30









Daraus läßt sich schließen, daß die fehlenden Proteine,
die zu dem Substanzverlust geführt haben, vorwiegend
an der Oberfläche der Konzentratormembranen mehr
oder weniger fest adsorbiert sind und damit ein zu nie-
driger Wert (minus ca. 10 bis 20%) wiedergefunden wird.
Diskussion
Über die Ursachen, die zu dem beschriebenen Substanz-
verlust fuhren, läßt sich unter Berücksichtigung des
„Elutionsversuches" folgendes sagen:
Zweifellos herrscht während des Einengungsvorganges
je nach Konzentrationsgeschwindigkeit in der Protein-
lösung ein mehr oder weniger stark ausgeprägter Flüssig-
keitsstrom, der gegen die Filtrationsmernbran gerichtet
ist. Mit diesem Strom sedimentieren natürlich auch Pro-
teinpartikel zur Membran hin, wo sie adsorbiert werden
können.
Dieses Verhalten der Proteine kann zusätzlich durch fol-
gende ihrer Eigenschaften beeinflußt werden: ein größe-
res Molekulargewicht wird eine schnellere Sedimentation
zur Folge haben, ferner ist der Adsorptionseinfluß für
hochmolekulare Proteine größer, da bei gleicher Ge-
wichtsmenge weniger Moleküle enthalten sind als solche
mit kleinem Molekulargewicht. Weiterhin sind Form,
Struktur und chemische Zusammensetzung (Kohlenhy-
dratgehalt) der Moleküle zu berücksichtigen sowie ihre
elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Membran-
träger.
Ein Absinterrji von Proteinen ist auch aus anderen Fil-
trationsvorgängen bekannt, zum Beispiel bei der Druck-
filtration von Eiweißlösungen, wo auf der Membran
schließlich ein mehr oder weniger dicker Eiweißfilm
liegt, und darüber steht eine klare Flüssigkeit. Ähnliches
gilt auch für den Filtrationsprozeß von mit Aceton ge-
fällten Proteinen bei biochemischen Eiweißaufarbei-
tungen.
Was das „Durchfließen kleiner Moleküle durch die Mini-
conmembranen angeht, das bis zu einem Molekularge-
wicht von etwa 12 000 stattfinden soll, muß daraufhin
gewiesen werden, daß viel mehr als das Molekulargewicht
dabei der Molekülradius eine Rolle spielen dürfte. Auch
dürfte die unterschiedliche elektrostatische Wechsel-
wirkung der Proteine mit dem Trägermaterial der Mini-
conkammern für den Filtrationsvorgang nicht zu ver-
nachlässigen sein.
Die vorgelegten Ergebnisse zeigen jedenfalls, daß ein ver-
dünntes Proteingemisch bestimmter Zusammensetzung
nach zehnfacher Konzentrierung in Minicon B-15-
Kammern nicht mehr die gleiche Zusammensetzung an
einzelnen Proteinen hat, lediglich unterschieden um einen
Faktor 10 bezogen auf das Ausgangsgemisch. Dieses hat
zur Folge, daß sowohl quantitative Proteinbestimmun-
gen als auch densitometrische Auswertungen von Elek-
trophoresen nach Einengung eiweißarmer physiologischer
Flüssigkeiten falsche Ergebnisse liefern.
Eine Zusammenstellung ähnlicher Vergleichsmessungen,
jedoch bei anderen Konzentrierungsverfahren, ist in
Tabelle 3 angegeben.
Tab. 3. Zusammenstellung von Wiederfindungsraten (%) bestimm-
ter Proteine nach Einengung verdünnter physiologischer
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